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USE 

ADVANTAGE *^ 

Heat-8tabl« lactase allows lactoft* k«j i • 
under condition, which aVn^ifa^'^^^^^^ 
teria present in milk or milk p^ji""* ^^^^ 
activity is at 60-65'C. P"»wicc8, Uptimum lactase 

DETAILS 

Lacuse obtd. has optimum enzyme activity at r>H a 
Lactose hydrolysis pref takes ^Is^-Tk . P" ^• 

Uctase Obtd. at pH 4-8 and ^-^st-c.**^ contacting with 



D5-C3. 



I 65 



EXAMPLE 

Medium for cultivating Bacillus coagulans in lactase 

Vsl'^K^To'^'tt P'*?**!." P^P**'"*'- ^'^ y*"* "tract. 
0.87o KHjP04. 2% sterilised lactose, at pH 6. Cultures were 
incubated 48 hrs. at 45 -C. followed by addn. of 0-5 vol.% 
It ^"'""8- recovery by flocculation and drying 

tl 5 a^t./. t"**"''"^'^ '^"'^^ aggregate particles^ wSs 
: • C*' /is**" hydrolysis of Uctose in 

J» J« * *T fn****" 5 8 dried aggregate particles 

having size 1.19 mm to 0.84 mm were hydrated in a 50% 

iVta-r 2" PH 7 and packed in a glass column 

at 60 C. An aq. soln. contg. 70 g/1 dry, sweet whey powder 

lactose Flow rate was kept at 375 ml/day. Degree of Uc^ 
to se hydrolysis feU to 80% after 3 weeks continuous opera. 
cion.(ii pp.;. 
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R. J. Reynolds Tobacco Company 
Winston Salem, N.C. (USA)^ 



thermostabiier 



Lactase 



. TT^f mdung betrlfft ein Vepfahren zx 
Ma vorllegende ^^'^^ .grmetoieranten < 

Herstellung von Lactase 
der 2ur Gattung Bazillus gehOrt. 

v.^«v«hi- ein betrSchtliches Int 
salt amlgen Jahran ^^"^^ Lactosemangar 
rahren zu -twic^eln nach^^^^^^^^^^ 
und aus Mllch hergestellten Pro ^^^^^^ ^ 

Dlesas Interesse wurde Tail C 

gegeben vmrdan. daB ein grofler pro ^ 
Bevailceruns an elnem Lactase-Mangel leidet. 
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dl Vererbung oder auf den Aljberungsppozefl zurUckzufUhren ist. 
Solche Lactksemangel fUhren zu Darmbeschwerden, wenn belspiels- 
weise die Diatmengen an Lactose hoch slnd. Eine Shnliche Lactose- 
intoleranz ist auch an bestinunten Haustieren beobachtet worden. 

Die Hydrplyse von Lactose in Milcb und in aus Milch hergestellten 
Produkten zu.Glulcose iind Galactose ist ein gestecktes Ziel, nicht 
nur,well es das Problem der Lactose intoleranz ISsen vrtirde, sondern 
auch,weil es die StiBigkeit der Produkte erhbhen und die soge- 
nannten sandigen Textur en in bestiinraten,aus Milch hergestellten 
Produkten, die durch Lactosekristallisation hervorgerufen werden, ; 
reduzieren wUrde. Jene, die auf diesem Gebiet arbeiten, schStzefn 
schon lange dien Nutzen,der durch eine Hydrolyse unter Verwendung 
von Lactase l)ewirkt werdenkSnnte, Trotz der Tatsache, dafl 
Lactase in der Natur ziemlich weit verbreitet ist und von 
vielen Mikroorganismen produziert wird, war bisher die Verwendting 
von Lactase bel.der handelsUblichen Herstellung von Milch und 
Milchprodukten nur begrenzt mbglich. Ein Grund fUr die begrenzte 
kommerzielle yVerwendung von Lactase ist der, dafi viele der 
handelstiblichen Lactasen, wie belspielsweise Jene, die aus Hefe 
hergestellt werden, ihre optimale enzymatische Aktivitat erst 
bei Temperaturen entfalten, die auch das Wachstum von Ea-:terien 
begUnstlgen. Entsprechend hat as ein wachsendes Interesse dafUr 
gegeben, eine Lactase zu finden, die einen hohen Grad an WSrine- 
stabilitat aufweist. Eine solche warmestabile Lactase vrtirde es 
ermbglichen, die durchzufUhrende Lactose hydrolyse unter Be- 
diigmgen durchzufUhren, die fUr das Wachstum bestimmter Bak- 
terien, die im allgemeinen in der Milch oder Milchprodukten 
zugegen sind, tingUnstig, sind. Eine solche Lactase, die aus 
— Streptomyces coelicolor. gewonnen wurde, 1st ktlrzlich in der 
US-PS 3 816 259 beschriebenj?orden. Zu diesem Zeltpunkt ist 
es jedoch nicht klar, Ob. Lactase aus S. coellcolor gefahrlos 
verwendet .werd n kann, well bestimmte Glieder dleser Arten 
Antiblotika produzieren sollen. 
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Die Hersteiixmg von Lactase durch einzelne Mltglleder der 
Gattung Bazillus 1st schon berlchtet worden. P. J. Anema 
hat in Biochim. Blophys. Acta 89 (3), 495-502 (1964) dle- 
Isollerung von Lactase aus Bi subtllis beschrfeen. Lactase ' 
aus B. megaterlum wurde schon von S.R. Rohlfing und I. p. 
Crawford in j. Bkcteriology 92 (4), 1258-9 (1966) beschrleben. 
Keiner dieser Qrganismen wird jedoch als wSrme tolerant ahg^ 
sehen,und die aus diesen Stanimen hergestellte Lactase mufi Im - ' 
allgemeihenJbel JempeJ^aturen unterhalb von etwa 50®C irer- • 
'^ '^ndet werden, um eine wirks^ame Enzyiiaktlvit^t Uber elnbn • •"^^^ -- -^^ 
langeren Zeitraian beizubehaiten; -'^>^ - 

Brflndungs^einafi wird niiti^in Verfahren^^ z^ elnex* ' 

Lactase gesc^ffehr<iie verbeM^ 

indem eln Organisnnis, der ^ur Gattung Bazillus "g^ :ln - -'^ 
eihem Mhrmedlum, das Ltfctose eiithait, lodtiviert wird iind 
die dabei erzeugte Lactai^e gewonhen wird, wbbei der Organsimus 
zu derien gehSrt, die ein optimales Wachstiim bei einer Tenperatur 
von wenlgstens etwa 45^d'^k^ : ' - ; ric-tj^ii 

Eln bevorziigter Qrganisnius zur Verbinduxi&gemSB der vorlj^nden 
Erf indung, wurde aus einer Bddenprobe isoliert. 

Die Kultivlerung des Organismus in elnera geeigneten Nahrmedium; 
welches Lactose enthSlt, erglbt die gewUnschte Lactase auf . . 

intracelluiarem Wege. Es wurde eine Charakterisierung dieser 
Kultur durchgeflihrt und es wurde gefunden, dafi sie zur Art 
Bazillus coagulans gehdrt, entsprechend der Klassif ikation^r 
die in Bergey's Manual of Determinative Bacteriology, 7th 
Edition gegeben wird. Dieser Organismus wiirde bei der Kultur- 
kollektion der U.S.D.A; Northern Regional Research Laboratory 
unter der Bezeichnung NRRL B-BlOO hinterlegt. Die Klassifizierungs- 
eigenschaften dieses Stammes sind in d r folgenden Tabelle 1 ' 
€Uigegeben. - -^^^^.^-..-v^ ir . '-..^-.CvQi.:: vV; 
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.J Tabelle 1 

! 

A) Morph loglsche Charakterls.tlka 

!• V getaltive StSbchen: Weniger als 0,9^ Im Durchmesser, 

variierende Langen, die im allgemeinen 
bia zu 5,0 bis 6,0^ relchen. Elnlge 
Fftden. Nicht in Ketten. Gramm-posltlv, 
gleichfflSLfilge Farbung. Freibeweglich. 

2« SporentrMger: Im allgemeinen nicht gescfawollen, aber 

gelegentlich kSnnen geschwollenei Sporen- 
trSger gefunden werden. 

5» Sporen: 0,9 zu 1,2 zu 1,5^, ellipsoid, sub-' 

terminal bis terminal. 

B) Kulturcharakteristlka v 

!• Gelantine-Agar Aufstreich-Impfungsplatte — keine Hydrolyse. 

2« Agarkolonien — opak, klein, rund. Nicht unterschiedlich. 

3; Agar-SchrUgflSchen — k&:*glich bis mMfiiges Wachstum. Flaoh, 

glatt, opak. 

4. Glukose-Agar-Schragflache — Wachstum stSrker als auf NShr- 

agar. Glatt weiB. 

5. Olukose-Asparagin-Agar-Schragfiachen — Keln Wachstum nach 

24 Stunden. MSBiges. 
Wachstum bei 48 
' .'Stunden. 



- Gates Wachstum, 
besser als auf 
Agam&hrmedium. 



7. SoJabohnen-Agar-SchrMg^iacheh ~ MSfilges Wachstum, ein 

w nig starker als auf 
AgEu:*nahrine(ilum • 

8. Vorratslcultur-Agar-Schragfiachen ~ Wachstum kMrgllch nach 

24 ' Stxinden, so gut wie 
Agarnahrmedium nach 48 
Stunden. 



9. BrUhe — Wachstum schlecht nach 24 Stunden. 



10. Natriumchlorldbrtlhe ~ kein Wachstum in TjSlgen Natrlximchlorld 

11. Mllch-Agar-Aufstrelchimpfungsplatte — Keine I^drolyse. 

12. Kartoffel — K^rgllch, trocken, schrumpellg. 

0) Physlologlsche Charakeristlka 

1. Bel Verwendung von Pepton als Stickstoffquelle produzlerte 
der Qrganlsmus SSure aber kein Gas aus Glukose, Lactose, 
Arablnose, Xylose, Meuinitol und Maltose. Es bestand eine 
neutrale Reaktion aus Sucrose und Glyserin. 

2. Der pH-Wert von GlukosebrUhe betrug 5,0 Oder wenlger in 
sieben Tagen. 

Zitrate wurden nicht verwendet. 

4. Tomaten, Hefe, Milch geronnen in 24 Stunden bei 45°C. 

5. Nitrite wurden nicht aus Nitraten hergestellt. 

6. Der Voges-Proskauer Test war negatlv. Der Ph-Wert der 
Voges-Prbskauer Brtlhe betrug 4,2. 

7. Die Hydrolyse von StSrke - positiv. 
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8* Katalase - posltlv. 



9* K In Wachstmn in einem Nltratmedixim unter anaeroben Be- 
dlngungen. Wachstura in GlukosebrUhe unter anaeroben Be- 
dlngungen ergibt einen pH-Wert von weniger als 5^2 in 
7 Tagen. 

10« Aerobe gegebenenifalls anaerob. 

11, Die minimale Temperatur fUr das Wachsttun betrSgt 25^C. 
Die Maximal temperatur fUr das Wachstum liegt bei 60^C. 
Optimales Wachstum tritt bei 45-50*^C auf . 

Wie unter den physiologischen Charakteristika in 

Tabelle 1 aufgeflihrt wurde^ zeigt der hierin offenbarte Bazillus- 
organlsmus ein optimales Wachstum bei Temperaturen von etwa 
45 bis SO^C.omd ist deshalb als wSrmetoleranter Organismus 
anzusehen, im Verglelch mit anderen Bazilli, die ein optimales 
Wachstum bei etwa ^7^C zeigen. Ein wSrmetoleranter Bazillus- 
organismus soil deshalb ein solcher sein, der ein optimales 
Wachstum bei Temperaturen von etwa 45^C und darUber aufweist. 

Beispiel 



Das pH-Optimum der mit Hilfe von diesem Organismus hergestellten 
Lactase, wurde bestimmt, indem ganze Zellen in Gegenwart von 
o -Nltrophenyl-fl-Glactosid (ONPG) als Substrat geprilft wurden. 
Das Verf&hren war im wesentllchen das, welches von J. Lederberg 
in J. Bacteriologsr 60^ 381 (1950) geschrjd)en wurde. Die Zellen 
wurden zunSchst niit Toluol behandelt; es wurde ein Phosphat- < 
puffer verwendet und die Prlif temperatur betrug 57®C. Die tiactase- 
aktivltat wurde Im Bereich von etwa pH von 4,5 bis 8,0 beobachtet, : 
wobei die optimale AktivitSt bei etwa pH 6,0 auftrat. 



\ 

Die Stabllltat des Lactaseenzyms, welchec von coaigulEUis 
hergestellt wurde, wurde geprilft, Indem ONPG als Substrat 
in einer Modlfikatlon des Lederberg-Verfahrens verwendet 
wurde, FUr diese Priifung warden gewaschene Zellen in 
0,05 jnolarem Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 7,0 in 
Gegenwart des ONPG-Substrates suspendlert. Die Suspension 
wurde dann 4 Tage lang bei 60°C belassen, wShrend periodisch 
Proben entnoramen wurden, um die verbliebene LactaseaJctlvl- 
tat zu bestlmmen. Die Tempera tur fUr diesen Stability tstest 
wurde so auisgewahlt, dafl sie in etwa bei den Tempera turen; 
die fUr die Niedrigtemperaturenpafiteurisierung aiigewehdet - 
werden, lagen. Die Testergebnisse sirid in Tabelle 2 aufge«> 
fUhrt. 

- Tabelle 2- 



Lactaseaktivitat als Prozent der 
Ahfangsaktivitat 

■ ■■ .-lOO'- 

■ 

56 
20 

Die durch Bazillus coagulans hergestellte Lactase zeigt eine 
wirksame EnzymaktivitSt bis zu etwa 70°C. Die optiraale Aktl- 
vitat scheint bei Tempera turen yon 60 bis 65°C aufzutreten. . 
Die bestimmte Tenperaturj die .fUr die Lactosehydrolyse unter 
Verwendxmg: dieses Enzyms ausgewahlt wird,. wird in gewissem 
Grade von den verwendeten Substratmedium abhangen. Iin all^ 
gemeinen sind jedoch Temperat?uren . zwischen etwa. 45 und, 65°C 
•bevorzugt. ■ : .. ... 

Bin typisches Medium zum Kultivieren von Bazillus coagulans 
aur Herstellung yon Lactase ist wi folgt: 

^ ^ 6 0 9 8 2 47^0:9 5 0.: • ; : ^ v ; - 8 - • 



2eit in Stxmden 

Q 
21 
45 
71 

99 



Proteose Pepton . ^ 1,0 56 

Hefeextrakt 1#0 

Kaliumdihydrogenphosphat 0,8 ^ 

Lactose (getrennt- sterilisiert) 2,0 

pH*-Wert 6,0 

Kulturen werden auf einer Krels-ScMlttelvorrichttmg 48 Stunden 
lang bei 45°C gebrUtet. Am Ende dieser Inkubationszeit wird 
Toluol zur Brlihe (0,5 Volumfg pro Volumenbasisnaterial ) hinzu- 
gegeben iind das Gemisch 30 Mlnuten lang krSftlg geriihrt. Zell n 
werden dann durch Ausflockungsverfahren, wle sle in der US-PS 
3 821 686 be schrieben warden, gewonnen und das dabel erhaltene. 
ausgeflockte Zellaggregat bei 55°C getrocknet. Die Lactaseakti- 
vitat der getrockneten Aggregatteilchen betrug 58,5 Einheiten 
pro Oramm, wobei eine Einheit als die Enzymmenge difiniert ist, 
die notwendig ist, um ein Mikromol-Dextrose pro Minute unter 
den Versuchsbedingungen herzustellen. Das fUr diese Bestlmraung 
angewendete Testverfahren ist das von Weetall et al, wie es 
in Biotechnology irnd Bioengineering 16, 295 (197*) verSffentlicht 
wurde. * 

Die Effektivitat der mit Hilfe von Bazillus coagulans her^^- 
stellten Lactase, wurde durch die Hydrolyse von Lactose in 
einem siiBen Molkenfuttervorrat bestimmt. Der Organismus wurde 
kultiviert und' die Zellen wurden, wie oben.beschrieben, gewonnen-. 
Die getrockneten Aggregatteilchen wurden gesiebt vnd 5 g des 
Anteiles mit einer Gr5fie von 1,19 mm bis 0^84 mm (16 bis 20 mesh) 
wurde in einer 5Q^lgen LactoselSsun^, die mit einem 0,05 molaren . 
Phosphatpuffer bei einem pH-Wert von 7,0 gepuffert war, hydrati- 
siert. Die hydra thai tigen Teilchen wurden dann in eine kleine 
OlassSule gepackt, die bei einer Temperatur von 60®C gehalten 
wurde • Durch diese gepackte Sfiule wurde tontlnuierlich eine 
wftssrige LQstang, die 70 g elnes handelsUbllohen trocknen sttfi n 
Molkenpuders pro Liter enthielt, hindurchgegeben, wbbei di 
L(5sung mit 0,05 m larem Fhosphat bei einem pH-W rt von ?;^ 1;^ 
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gepuffert war« Die Putterlosivig enthlelt etwa 5 Gew.-^ Lactose, 
bezogen auf den Lactosegebalt der sUssenHolke, wobei 100 mg 
pro Liter Methyl p-IQrdrojcybenzoat als Konservlerxmgsmittel 
zugegeben vraren. Dl StrSmungsrate durch die SSule wurde bel 
575 ml pro Tag gehalten vnd der Grad der Lactosehydrolyse 
wurde tSgllch durch Routlneanalyse Uberwacht. Der Anfangsgrad 
der Lactosehydrolyse lag bel 90 j6. Nach 5 Wochen kontinuierlichen 
Betrlebes war der toad der. Lactosehydrolyse auf 80 JS abgesunken. 

Es versteht slch^ dafi die erflndungsgemSfl hergestellte Lactase 
sowohl fUr ^dle ansatzwelse als auch fUr kontlnuierliche Behand- 
lung yon Lactose subs tratmedlen verwendet werden kann. AuBer- 
dem kann die Lactase elngesetzt werden, Indem die Zellen direkt 
verwendet werden oder sle kann verwendet werden In Form von 
zellfrelem Enzym, in-dem den Pachleuten bekannte Verfahren ange- 
wendet werden. 
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Pait ntansprUche- 



0 V rfahfen zur Herstellung von Lactase mit verbesserter 



Thermostabilltat, indem man einen Organismus, der zor Gattung 
Bazlllus gehort. In einem NShrmedliun^ dais Lactose enth^lt, 
kultiviert und die dabei hergestellte Lactase gewinnt, dadurch 
gekennzelchnet, dafi ,der Organismus eln solcher 
1st, der optlznales Wachstxun bei einer Teraperatur von v/enlgstens 
etwa 45^C entfaltet> 

2» Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelch- 
n e t , dafi der Organismus in einem NShrmedium bei einer Terape- 
ratur von wenlgstens 40^C kultiviert wird. 

3. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die erhaltene Lactase eine 
optimale EnzymaktivitSt bei einem pH«Wert von etwa 6,0 entfaltet. 

4. Verfahren zum Hydrolysieren von Lactose zur Herstellung von 
Glukose und Galactose, dadiirch gekennzeichnet, 
daB Lactose mit einer nach einem der obigen AnsprUche 1 bis 3 
hergestellten Lactase in Kontakt gebracht wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Lactose rait der Lactase bei einem pH-Wert zwischen 
4,0 und 8,0 \md bei einer Tempera tur zwischen etwa 45 und 65°C 
in Kontakt gebracht wird. 

6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5* dadurch ge- 
k e-n n-z eichnet, dafi der Organismus zur Art Bazillus 
ooagulans gehort. ~ ~~ ~~ - ^ . 

?• Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der Organismus NRRL B-8100 ist. 
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